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論文内容の要旨
【目的】
糖尿病合併症の成因としてポリオール代謝産物の蓄積、非酵素的糖化反応(グリケーション)の充進、ミオイノシ
ドールの減少などの説が提唱されてきた。アルドース還元酵素は NADPH を電子供与体としてグルコースをソルビト
ールに還元する、ポリオール代謝経路の鍵となる酵素である。ソルビトールは続いてソルピトール脱水素酵素によっ
てフルクトースに変換される。アルドース還元酵素はヘキソキナーゼよりもグルコースに対し高い Km 値を持つた
め、高血糖下ではその活性が充進し、その結果蓄積したソルビトールが糖尿病合併症の成因に深く関わっていること
が知られている。また近年醇 β 細胞にもアルドース還元酵素が存在することが明らかとなったため、ポリオール代謝
の棒 β 細胞に与える影響を調べる目的で、アルドース還元酵素遺伝子を導入しその性質を検討した。
【方法ならびに結果】
pCMV ベクターに、クローニングした約1. 7 Kb のラットアルドース還元酵素 (AR) cDNA を挿入した。
li pofectamine にてハムスター醇 β 細胞 (HIT) に導入し、 Geneticin により陽性クローンを選択した。ノザン法、ウ
エスタンプロット法により AR 高発現クローンを選別し、 2 個陽性クローンを得た。 pCMV ベクターのみを導入した
細胞をコントロールとして、その性質について比較検討を行った。ガスクロマトグラフィーによるソルビトール測定
では、 AR 高発現クローンはコントロールに比べ 2-4 倍の活性を示した。
AR 高発現クローンはコントロールに比べ viability の低下が認められたため、アガロースゲル上での DNA ラダー
の形成ならびに Tunel 法、電子顕微鏡撮影によってアポトーシスを検出した。コントロールではアポトーシスを起こ
している細胞が全体の0.6%以下だったのに対し、 AR 高発現クローンにおいては 3 -5 %と増加していた。また HIT
細胞ではインターロイキン 1β(IL-lβ) によってー酸化窒素合成酵素 (NOS II) 、 Mn-SOD の誘導が起こるが、 AR
高発現細胞では IL-lβ 刺激による NOS II、 Mn-SOD の mRNA 誘導能が低下していた。なお IL-lβ の影響を受けな
い Cu、 Zn-SOD とインスリンの mRNA の発現には変化は見られなかった。 NOS II 及び Mn-SOD の mRNA の発現
誘導は転写因子 NF-xB によって調節を受けていることより、ゲルシフト法により NF-xB の活性化について検討し
た。 AR 高発現細胞では IL-lβ 刺激による NF-xB の DNA 結合活性が低下していた。 NF-xB の活性化はチオレドキ
シンによるレドックス系により制御されているので、酵素サイクリング法により細胞内 NADPH と NADP+ の定量を
行った。その結果、 AR 高発現クローンでは細胞内 NADPH/NADP+ 比がコントロールに比べ低下していた。
【考察】
細胞内のレドックス調節を担うチオレドキシン還元酵素やグルタチオン還元酵素は、 NADPH を補酵素とする。し
たがって AR 高発現クローンにおいて見られた細胞内 NADPH/NADP+ 比の低下はレドックス系に不均衡をもたら
し、細胞に障害を与える可能性がある。チオレドキシンは活性中心にシステイン残基を有し、細胞増殖やアポトーシ
スなどの細胞内シグナル伝達に関与している。 NF-xB の活性化に必要なシステインの SH 基がチオレドキシンの作
用で還元されると活性型となって核内で DNA と結合する。 AR 高発現 HIT 細胞では NADPH が減少しているため、
還元型チオレドキシンが減少すると考えられる。その結果、 NF-xB 活性の低下をもたらし、 NF-xB 依存性の遺伝子
NOSII、 Mn-SOD の発現低下を引き起こす可能性が示唆された。また最近見い出された Apoptosissignal regulating 
kinase-1 (ASK -1) は、還元型チオレドキシンが結合することによって活性が抑制されているが、チオレドキシンの
酸化によって活性化され、アポトーシスの誘導をもたらす。このことから、 AR 高発現細胞で認められたアポトーシス
の原因のーっとして、 NADPH の減少に伴うチオレドキシンの酸化と、引き続く ASK-l の活性化が関与している可能
性が示唆された。
【結論】
アルドース還元酵素の高発現により醇 β 細胞の NADPH/NADP+ 比の低下が認められた。 NADPH はチオレドキ
シン還元酵素によるチオレドキシンの還元に必須で、あり、その低下はレドックスバランスの不均衡をもたらし、 NF­
xB の活性化の低下、並びにアポトーシスに関与している可能性が示唆された。
論文審査の結果の要旨
アルドース還元酵素 (AR) は糖尿病合併症の発症に関わり、ポリオール代謝経路を構成する酵素である。一方醇 β
細胞はレドックスバランスに重要なグルタチオン、チオレドキシン、抗酸化酵素などの含量が少ないため、酸化スト
レスに弱いことが知られている。本研究は、高血糖下におけるアルドース還元酵素そのものが、醇 β 細胞のレドック
スバランスに影響を与え、酸化ストレスとなり、アポトーシスを起す可能性があるかどうかを、ラットアルドース還
元酵素 (AR) cDNA をハムスター醇 β 培養細胞 (HIT) 細胞に導入し検討した。ノザン法、ウエスタンプロット法、
ガスクロマトグラブイーによる生成ソルピトール測定により、 AR 高発現クローンを 2 個得た。 AR 高発現細胞ではコ
ントロール細胞と比べ、アポトーシスを起こしている細胞が高頻度に確認された。また高発現細胞では IL-lβ 刺激に
よる NOS 11 及び Mn-SOD の mRNA の誘導が減少したが、 IL-lβ では誘導されない Cu、 Zn-SOD とインスリンの発
現には変化は見られなかった。ゲルシフト法によりレドックス感受性の転写因子である NF-xB 影響を調べたところ、
高発現細胞では活性化の程度が弱く、更に酵素サイクリング法により細胞内の NADPH/NADP+ を定量したところ、
その比の低下を認めた。
以上の結果から、 AR 高発現クローンで認められた細胞内 NADPH/NADP+ 比の低下が、還元型チオレドキシンの
減少につながり、 NF-xB の活性化の低下となっている可能性が示唆された。また還元型チオレドキシンの減少により
Apoptosis signal regulating kinase-l (ASK -I)が活性化することにより、アポトーシスを起こしていることが考え
られた。このように、アルドース還元酵素高発現が醇 β 細胞においてレドックスバランスの変化をひきおこし、細胞
の機能障害をおこしていることを示唆したもので、学位授与に価すると考えられる。
